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(54) utilisation de substrats chromogenes dans la determination de Candida. 

fej) La presente invention a trait ^ une nouvelle utilisation 
oUn substrat chromogene pour la determination de sou- 
ches de Candida et de souches apparent6es appartenant ^ 
Tensemble des Torulopsis, ladite utilisation etant caracteri- 
s6e en ce que ledit substrat chromog6ne est choisi panmi 
r ensemble comprenant les substrats chromogenes sensi- 
bles aux aminoamidases ou aminopeptidases. 

Elle conceme 6galement un proc6d6 d'identification des- 
dites souches ainsi que le necessaire d'identification ren- 
fermant au moins un desdits substrats chromogenes. 

Pour identifier specifiquement les souches de Candida 
albicans, on preconise de faire appel k un substrat choisi 
pamni H-L-Pro-pNA et ses sels d'addition. 
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UTILISATION DE SUBSTRATS CHROMOGENES DANS LA 
DETERMINATION DE CANDIDA 

DOMAINE DE L' INVENTION 

La presente invention a trait a une nouvelle 
utilisation de substrats chromogenes du type monoamino- 
acide ou peptidique dans la determination, le dosage 
et/ou 1 ' identification de souches de Candida et de 
souches apparentees appartenant a 1* ensemble des 
Torulopsis , 

ART ANTERIEDR 

Les candidoses sont provoquees par des souches 
pathogenes de Candida ou de souches apparentees apparte- 
nant principalement a I'ensemble des Torulopsis. On salt 
que, dans plus de 60 % des cas rencontres, les souches 
de Candida responsables des candidoses appartiennent h 
I'esp^ce Candida albicans et que dans les autres cas les 
autres souches responsables appartiennent aux autres 
esp^ces de Candida, par exemple Candida tropicalis, 
Candida krusei ou a 1' ensemble des souches apparentees 
de Torulopsis, notamment I'esp^ce Torulopsis glabrata. 

On salt que, pour pallier les difficult^s 
(nombre important de manipulations et longues durees 
d'essais) des techniques antSrieures [test de blast^se 
(ou test de f ilaraentation en s6rum) , test de chlamydos- 
porulation sur milieux PCB ou RAT] pour 1 ' identification 
de souches de Candida, principalement les souches de 
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I'espece Candida albicans, et des souches apparentees, 
on a propose des techniques connues dans le domaine bio- 
chimique pour detecter des enzymes caract^ristiques de 
levures, telles que les osidases et aminopeptidases , et 
5 faisant appel a des substrats chromog^nes ou 
f luorogenes, 

Jusqu'a present, toutes les techniques d* identi- 
fication de Candida et de Torulopsis par detection 
d' osidases ou d' aminopeptidases ont ete realis^es sur 

10 des souches prealablement isolees. 

On connait en particulier de D.G. BOBEY et al., 
J. Clin. Microbiol., 13, (No. 2), pages 393-394, (1981), 
de J.L, PERRY et al., J. Clin. Microbiol., 25, (No. 12), 
pages 2424-2425, (1987) et de CM. SMITKA et al., J* 

15 Clin, Microbiol., 27 (No. 1), pages 203-206, (1989), des 
essais de substrats osidiques marques par le reste 
fluorog^ne 4-methylumbelliferyle (en abrege 4MU) , a 
savoir notamment les 4MU-^-D-glucopyranoside, 4MU-2- 
acetamido-2-desoxy-/5-D-glucopyranoside, 4MU-j^D-galacto- 

20 pyranoside et, respectivement , 4MU-2-acetamido-2-desoxy- 
p-D-galactopyranoside, en vue de la detection de ^ -D- 
glucosidase , N-acetyl-^-D-glucosaminidase , ^-D-galacto- 
sidase et, respectivement, N-acetyl-^-D-galactosaminida- 
se provenant de souches de Candida. Selon ces documents, 

25 il se trouve que les souches de Candida et de Torulopsis 
ne prdsentent aucune activity ^--D-galactosidase, j^-L- 
fucosidase et /J-D-glucosidase; par contre les souches de 
Candida albicans et quelques souches de Candida 
tropicalis presentent une activity N-acetyl-^D-galac- 

30 tosaminidase. II est clair que 1 'utilisation de ces 
substrats pris isolement n'est pas directement applica- 
ble k 1^ identification de souches de Candida albicans 
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On connait egalement de M.CASAL et al.^ Mycopa- 
thologia 81, pages 155-159, (1983) et de I.POLACHEK et 
al., J, Clin. Microbiol., 25^, pages 907-910, (1987) 
1 ' utilisation de substrats osidiques comportant un 
groups fluorogene ou chromogene tel que p-nitrophenyle 
(en abrege : PNP), p-napthyle ou 6-bromo-p-naphtyle 
[obtenus par couplage (selon la formation d'un pont 
ether) d'un ose avec le p-nitrophenol , le p-naphtol ou 
respectivement le 6-bromo-p-naphtol ] , pour la determina- 
tion de souches isolees de Candida albicans • Selon 
1 ' enseignement de ces deux documents, lesdits substrats 
osidiques reagissent avec leur osidase cible provenant 
des souches de Candida et des souches apparentees. 
Toutefois, il convient de remarquer que (i) le substrat 
p-napthyl-N-acetyl-p-D-glucosaminide [enzyme cible : N- 
acetyl-^-D-glucosaminidase] donne la meme reaction posi- 
tive avec notamment les souches isolees de Candida 
albicans, Candida tropicalis, Candida stellatoidea et 
Torulopsis glabrata, et (ii) le substrat (6-bromo-p- 
naphtyl)-p-D-glucopyranoside [enzyme cible : p-D-gluco- 
sidase] donne la meme reaction positive avec les souches 
isolees de Candida albicans, Candida tropicalis, Candida 
pseudotropicalis, Torulopsis glabrata et Cryptococcus 
neoformans. En d'autres termes, 1 'utilisation de ces 
substrats ne peut pas etre directement appliquee a la 
determination de Candida albicans dans un melange conte- 
nant d'autres levures telles que les Candida et Torulop- 
sis • 

En ce qui concerne 1 'utilisation de substrats 
monoaminoacides ou peptidiques sensibles aux amidases et 
notamment aux aminopeptidases dans le domaine de 1 ' iden- 
tification de souches de Candida et apparentees, on 
connait deux solutions techniques. 

La premiere solution representee par le test 
commercialise sous la denomination YEAST-IDENT^^ s'ap- 
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plique k des souches de levure prealablement isolees; la 
methode d' identification .repose sur la determination en 
milieu liquide du profil enzymatique de la souche 
isolee, ledit profil etant obtenu au raoyen d'un systeme 
5 d'une vingtaine de substrats differents apr^s 4 h 
d' incubation k 37<»C. Lesdits substrats, qui comportent 
un groupe fluorogene tel que /3-naphtylamino (en abrege : 
NA) sont notamment les H-Gly-NA, H-L-Pro-NA, H-L-Trp-NA, 

H-L-Hyp NA, H-L-Ile-NA, H-L-Val-NA, H-L-Leu-Gly-NA, H- 

10 L-His-NA, H-L-Cys-NA, H-L-Tyr-NA et H-Gly-Gly-NA. Avec 
de tels substrats, 1 ' interpretation est delicate. Comme 
ces substrats sont specif iques d' enzymes appartenant a 
de nombreuses souches de levures et en particulier de 
Candida, il faut tenir compte de 1' ensemble de tous les 
15 resultats obtenus avec tous les substrats pour apprecier 
le profil enzymatique d'une souche isolee donnee de 
Candida. L 'utilisation de cette solution technique n'est 
pas directement transposable aux melanges de souches, en 
effet le substrat particulier H-L-Pro-NA donne une 
20 reaction positive avec les souches Isoldes de Candida 
albicans, Candida guillermondii , Candida intermedia, 
Candida parapsilosis , Candida pseudotropicalis , Candida 
stellatoidea, Candida rugosa, Candida zeylanoides et 
Torulopsis Candida. 

La seconde solution decrite dans le resume de 
R.W. KELLEY et al. paru dans Abstr. Annu. Meet. Am. Soc. 
Microbiol., C 337, page 384 (1986) et dans 1 'article de 
J.L. PERRY et al., J. Clin. Microbiol, 28 (No 3), pages 
614-615 (mars 1990) concerne 1 'utilisation du substrat 
30 H-L-Pro-NA precit^ dans 1 'identification de Candida 
albicans et/ou Candida tropicalis. Plus precis^ment, 
ledit resume C 337 signale la possibilite de distinguer 
les souches de Candida albicans des souches de Candida 
tropicalis et propose k cet effet deux substrats. k 
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Pro-NA. Gependant, ce resume ne decrit la methode qui 
permet de realiser la distinction Candida albicans/ 
Candida tropicalis ni n'indique si ladite methods 
s' applique h des melanges de souches. L' article de J.L. 
5 PERRY et al. preconise 1 ' utilisation simultanee de ces 
deux substrats dans une meme reaction d ' identification 
en phase liquide a partir de souches prealableraent iso- 
lees sur milieu gelose standard. 

On salt de 1 'article de J.KUNERT et al., Journal 
10 of Medical and Veterinary Mycology 2^6, pages 187-194, 
(1988) que des substrats chromogenes coraportant une 
chaxne monoaminoacide ou peptidique et dans lesquels le 
reste chromogene est le radical p-ni troanilino (en abre- 
ge : pNA) ont ete etudies en vue de caracteriser les 
15 enzymes pro t^olytiques extracellulaires de souches Iso- 
ldes de dermatophytes. Get article cite notamment le 
substrat H-L-Pro-pNA mais ne concerne pas 1 ' identifica- 
tion des Candida, qui ne font pas partie de 1' ensemble 
des dermatophytes, ni ne sugg^re 1 ' utilisation dudit 
20 substrat pour la determination de diverses souches de 
Candida, telles que celles de Candida albicans, dans un 
melange de Candida et de souches apparentees. 

SOLUTION DE L'IMVENTION 
On propose suivant 1* invention une nouvelle 
25 solution technique qui met en oeuvre des substrats 
chromog&nes pour la determination de Candida et 
Torulopsis et qui est applicable k 1 ' identification de 
ces souches, principalement les plus usuelles, telles 
que les Candida albicans, Candida tropicalis, Candida 
30 krusei et Torulopsis glabrata (qui peuvent gtre patho- 
genes) parmi d'autres souches : Candida guillermondii , 
Candida pseudo tropicalis , Candida parapsilosis , etc (qui 
sont peu pathogSnes ou non pathog^nes). 

Plus pr6cis6ment, cette nouvelle solution repo- 
35 se, dans 1 ' identification de souches de Candida albicans 
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dans un melange de souches de Candida et de souches ap- 
parentees de 1' ensemble des Torulopsis,_ sur (i) 1' utili- 
sation d'un syst^rae de substrats chromogenes et (ii) 
1 'utilisation d'un syst^me de moyens inhibiteurs. 

5 Cette solution technique off re I'avantage 

d' identifier parmi les Candida et Torulopsis (i) les 
souches de Candida albicans, qui comprennent principale- 
ment les levures pathogenes que I'on rencontre le plus 
souvent chez I'horame, (ii) les souches de Candida 

10 tropicalis et de Torulopsis glabrata, qui sont notamment 
responsables de vaginites, endocardites, pneumonies et 
septicemics, et (iii) les souches de Candida krusei et 
Candida guillermondii que I'on peut rencontrer le cas 
echeant.chez I'homme. 

15 BUT DE L' INVENTION 

Selon un premier aspect de 1' invention, on pro- 
pose une nouvelle utilisation de substrats chromogenes 
pour la determination de souches de Candida et 
Torulopsis, notamment celles que I'on rencontre le plus 

20 frequemment chez I'homme telles que Candida albicans, 
Torulopsis glabrata, Candida tropicalis, Candida krusei 
et Candida guillermondii. 

Selon un second aspect de 1' invention, on propo- 
se 1 'utilisation d'un systeme de substrats chromogenes 

'25 pour identifier dans un melange de Candida et Torulopsis 
les souches que I'on rencontre le plus souvent chez 
I'homme et qui sont notamment pathog&nes, afin de 
distinguer principalement les Candida albicans, d'une 
part, et les Torulopsis glabrata, Candida tropicalis, 

30 Candida krusei et Candida guillermondii, d' autre part. 

Selon un autre aspect de 1' invention, on propose 
un procede d' identification des souches de Candida et 
Torulopsis les plus fr^quentes chez I'homme au moyen de 
substrats chromogenes spdcifiques et d'un systeme de 
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cable pour la determination de souches non isolees de 
Candida albicans, Torulopsis glabra ta, Candida tropica- 
lis, Candida krusei et Candida guillermondii . 

OB JET DE L' INVENTION 

Le but de 1' invention et d'autres avantages sont 
obtenus par les caract^ristiques donnees ci-apr&s. 

En premier lieu, on pr^conise une nouvelle uti- 
lisation d'un substrat chromogene pour la determination 
de souches de Candida et de souches apparentees apparte- 
nant k 1' ensemble des Torulopsis, ladite utilisation 
etant caractdrisee en ce que ledit substrat chromogene 
est choisi parmi 1' ensemble comprenant les substrats 
chromog&nes sensibles aux aminoamidases ou aminopeptida- 
ses . 

En second lieu, on preconise une nouvelle utili- 
sation de substrats chromog^nes pour la determination de 
Candida, notamment de souches de Candida albicans, et de 
Torulopsis qui fait appel a un syst&me de substrats 
chromogenes, d'une part, et un syst^rae de raoyens inhibi- 
teurs, d' autre part, pour 1 ' identification des principa- 
les souches responsables des infections du type candido- 
se que I'on rencontre en particulier chez I'homme. 

Selon un autre aspect de 1' invention, on propose 
un procedd pour 1 ' identification de levures appartenant 
a 1' ensemble des souches de Candida et des souches appa- 
rentees de Torulopsis, ledit proced^ etant caract^rise 
en ce que 

(a) on met en contact un ^chantillon de levures 
avec (i) au moins un substrat chromogene sensible h au 
moins un enzyme appartenant k 1' ensemble les aminoamida- 
ses et aminopeptidases , et (ii) au moins un moyen inhi- 
biteur choisi parmi 1' ensemble comprenant notamment les 
substances antibact^riennes , les substances antifongi- 
ques et leurs melanges, en presence d'une source d'azo- 
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te, d'une source de carbone et, le cas echeant, d'oli- 
goelements, et 

(b) on incube puis observe [pendant au moins 
1 h, en milieu liquide, ou pendant au moins 12 h en 
milieu solide (notamment g^los^)] la cinetique du 
clivage dudit substrat par la formation de couleur 
resultant dudit clivage. 

Selon encore un autre aspect, on preconise un 
procede d' identification de souches non isolees de 
Candida et de Torulopsis pour distinguer principalement 
les souches de Candida albicans et subsidiairement les 
souches de Torulopsis glabrata, Candida tropicalis, 
Candida krusei et Candida guillermondii , ledit procedi 
mettant en oeuvre un systSme d'un ou plusieurs substrats 
chromog^nes et d'un ou plusieurs moyens inhibiteurs. 

On preconise enfin selon 1' invention un n^ces- 
saire, kit ou trousse de dosage pour 1' identification 
desdites souches de Candida albicans, Torulopsis glabra- 
ta, Candida tropicalis, Candida krusei et Candida 
guillermondii, ledit n^cessaire comportant au moins un 
desdits substrats chromog^nes, et le cas echeant, un ou 
plusieurs milieux de culture appropries et au moins un 
moyen inhibiteur. 

ABREVIATIONS 

Dans la pr^sente description, on a utilise les 
abr^viations suivantes par commodity : 
- pour les restes d'aminoacide 
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CHG = Ot-cyclohexylglycyle 

GHT = 3- ( 4-hydroxycyclohexyl ) alanyle 

Gys = cys teyle 

Gly = glycyle 

His = histidyle 

Hyp = hydroxyprolyle (i.e. 3Hyp ou 4Hyp) 

3Hyp = 3-hydroxyprolyle (ou 3-hydroxy-2-pyr- 

rolidinecarbonyle ) 

4Hyp = 4-hydroxyprolyle (ou 4-hydroxy-2-pyr- 

rolidinecarbonyle) 

He = isoleucyle 

INC = isonipecotyle [ou (piperidin-4-yl)car 

nyle] 

Leu = leucyle 

Lys = lysyle 

MeGly = N-raethylglycyle (ou sarcosyle) 

Nle - norleucyle 

Nva = norvalyle 

ONC = 2-oxonipecotyle [ou ( 2-oxo-piperidin- 

yl)carbonyle] 

Orn = ornithinyle 

Phe = phenylalanyle 

Phg = phenylglycyle 

Pip = pipecolinoyle 

Pro = prolyle 

Ser = seryle 

Thr - threonyle 

Trp = tryptophanyle 

Tyr = tyrosyle 

Val = valyle 
- pour les autres abr^viations : 

AcOH = acide acetique 

Adoc = adamantyloxycarbonyle 

Aoc = t-amyloxycarbonyle 

Boc = t-butyloxycarbonyle 
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(6-Br)NA = 6-bromo-^naphtylamino 

Bu = n-butyle 

Bz = benzoyle 

Cbo " carbobenzoxy 

5 Et = ethyle 

EM = ethyloxymalonyle (ou EtO-CO-CH2-CO) 

Fmoc = 9-f luorenylmethyloxycarbonyle 

Foe - furfuryloxycarbonyle 

HTFA = acide trif luoroacetique 

10 Iboc = isobornyloxycarbonyle 

iPr = isopropyle 

Me = raethyle 

MeO = methoxy 

(4-MeO)NA = 4-niethyloxy-^-naphtylamino 
15 MM methyloxymalonyle (ou MeO-CO-CH2-CO) 

4MU = 4-methylunibelliferyle 

NA = jS-naphtylamino 

ONP = o-nitrophenyle 

PCB = milieu de culture pomme de terre-carot- 

te-bile 

20 PEG = polyethyleneglycol 

pH = cologarithme de la concentration en 

ions H"** 

PM = poids moleculaire 

pNA = p-nitroanilino [ou (4-N02)C5H4NH] 

25 PNP = p-nitrophenyle 

Pr = propyle 

RAT = milieu de culture riz-agar-tween 

RT = temperature ambiante (15-20^C) 

tBu = t-butyle 

30 xos = p-toluSnesulfonyle (ou tosyle) 

TTC = chlorure de 2,3,5-triphenyl-2H-t6trazo- 
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YNB = source d' azote conunercialisee sous la 

nomenclature commer.ciale de "YEAST 
NITROGEN BASE" 
Z = benzyloxycarbonyle 

Z ( p-Cl ) = p-chlorobenzyloxycarbonyle 

Z ( p-OMe ) = p-methoxybenzyloxycarbonyle . 

" pour les notations des coloration et fluorescence : 

neant 
f aible 
moyenne 
intense 
tr^s intense, 

DESCRIPTION DETAILLEE DE L' INVENTION 

Les substrats chromogenes et leurs sels d' addi- 
tion utiles suivant 1' invention, qui presentent en gene- 
ral une plus grande sensibility que les substrats 
fluorog^nes (presence d'un groupe NA eventuellement sub- 
stitue) vis-a-vis des souches de Candida et Torulopsis, 
peuvent etre representes par la formule generale 

R-(A^)-Aj^-R* do) 

dans laquelle 

R represente I'atorae d'hydrogene ou un groupe 
bloquant 1' extremity N-terminale , 

Aj^ represente une simple liaison, un reste 
monoaminoacide ou un reste peptidique pouvant comporter 
de 2 a 5 restes d ' aminoacide , 

Aj represente un reste ^-aminoacide choisi parmi 
1' ensemble constitue par Gly, MeGly, L-Arg, L-Lys, L- 
His, L-Pro, L-Hyp, L-Cys, L-Val et L-Trp; et, 

R represente un reste chromog&ne amine notam- 
raent choisi parmi 1' ensemble comprenant le reste p- 
nitroanilino et les reste p-ni troanilino ou le groupe 
phenyle est substitu6. 



+ 

+++ 
++++ 
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Les sels d' addition suivant 1' invention sont 
essentiellement des sels d' addition d'acide obtenus par 
reaction d'un compose de formule I avec un acide mineral 
ou organique, notamment HCl, HBr, AcOH ou HTFA, 

Le groups chromogene R qui convient d'une ma- 
niere generale k la determination quantitative des 
enzymes proteolytiques aminoamidases et aminopeptidases 
repond a la formule 




(II) 



dans laquelle Y est H, Br, CI, F, CF3, COOH, COOW, 
CONH2, CONHW, CONW2, C0NH(CH2)jnNMe2, HOSO2, CN,. OH ou 
OW, ou W est un groupe alkyle en Cj^-C^, aryle en Cg-C^Q, 
aralkyle en Cy-Cj^j^ ou alicyclique en 03-03 et ra est un 
norabre entier ayant pour valeur 1 k 10. 

De tels groupes de formule 11 ou le noyau 
phenyle du groupe pNA est substitue sont notamment 
decrits dans le document EP-A-0 110 306. Parmi ces grou- 
pes on pent notamment citer les groupes utiles suivant 
1' invention : pNA, 2-carboxy-4-nitroanilino et 3- 
carboxy-4-nitroanilino , 2-halogeno-4-nitroanilino et 3- 
halog^no-4-nitroanilino (ou I'halog^ne est F, CI ou Br), 
2-methoxy^5-methyl-4-nitroanilino, 2-hydroxysulf onyl-4- 
nitroanilino, 4-trif luororaethyl-2-ni troanilino, 4-tri- 
fluoromethyl-3-nitroanilino, 4-cyano-2-nitroanilino , et 
analogues • Le groupe R* prefers suivant 1' invention est 
pNA. 
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Le reste R represents H ou un groupe protecteur 
de I'extremite N-terminale . Un tel groupe protecteur est 
bien connu dans la technique, par exemple un des restes 
bloquants I'extremite N-terminale de peptides tels que 
decrits dans EP-A-0 110 306, US-A-4 480 030, FR-A-2 293 
439 et US-A-4 440 678. Parmi les groupes R, qui sent 
differents de H, on peut notamment signaler les groupes 
alkyle en C^-C^ (notamment Me, Et, Pr, iPr, Bu, tBu) , 
aryle eventuellement substitue (notamment Ph, tolyle, 
xylyle , chlorophenyle , trif luoromethylphenyle , methoxy- 
phenyle), aralkyle eventuellent substitue (notamment 
Bzl , chlorobenzyle, dichlorobenzyle , trif luoromethylben- 
zyle , dif luorobenzyle , methoxybenzyle , ethoxybenzyle , 
3 , 4-methyl^nedioxybenzyle) et les groupes protecteurs 
classiques de I'extremite N-terminale de peptides 
[notamment Ac, Tos, Adoc, Aoc, Bz, Cbo, Fmoc, Foe, Iboc, 
Z, Z(p-Cl) et Z(p-OMe)], 

Conviennent egalement les restes R choisis parmi 
1' ensemble constitue par (a) un reste oxymalonyle de 
formule R]^-0-C0-CH2-C0 , ou R-j^ est un groupe alkyle en 
C-|^-C^, un groupe phenyle, un groupe phenyle substitue 
par un ou plusieurs groupes Me, MeO, CI, Br, F, CF3, un 
groupe cycloalkyle en C^-C^, un groupe benzyle, un 
groupe benzyle substitue par un ou plusieurs groupes Me, 
MeO, CI, Br, F, CF3, ou un groupe cycloalkylmethyle ou 
le fragment cycloalkyle est en 03-0^, et (b) un reste de 
polylethyleneglycol de formule R2-0(CH2CH20)jj-C0 , ou R2 
est un groupe alkyle en Cj^-Cg, phenyle ou benzyle et n 
est un nombre entier ayant pour valeur 1 k 170. 

D'une raaniere g^n^rale, on prefere suivant 1 ' in- 
vention les substrats ou R est H car, a 1' exception de 
quelques cas particuliers notamment pour les Candida 
guillermondii et Torulopsis glabrata, la presence d*un 
groupe bloquant l*extr6mitd N-terminale diminue la cine- 
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tique du clivage par les aminoamidases ou les amino- 
peptidases. 

Parmi les substrats chromogenes inclus dans la 
formule lo peuvent etre mentionnes les substrats 

R-A^-R* di) 
R-A2-A;i^-R* (I2) 
R-A3-A2-A1-R* (I3) 
R-A4-A3-A2-A;L-R* (I4) 
et leurs sels d'addition 
ou R, k-^ et R* sont definis comme indiques ci-dessus et 
A2, A3, A^ repr^sentent chacun un reste aminoacide, 

Ici, contrairement a la nomenclature classique 
des chaines peptidiques, les restes d' aminoacide des 
substrats chromogenes suivant 1' invention sont numero- 
tes 1, 2, 3, etc... a partir de I'extremit^ CO-terminale 
et non a partir de I'extremite N-terminale. 

Quand A^ est un reste monoaminoacide (voir pour 
illustration la formule 12)* il representera avantageu- 
sement Gly, L-Pro, L-Hyp, L-ONC, L-Phg ou L-ATC. 

Quand Ajj est un reste dipeptidique (voir pour 
illustration la formule I3), le reste aminoacide en 
position 2 (i.e. A2) sera avantageuseraent Gly, L-Pro, L- 
Hyp, ou L-Phg, et le reste aminoacide de I'extremite N- 
terminale en position 3 (i.e. A3) sera avantageusement 
Gly, D-Pro, L-Pro, D-Hyp, L-Hyp, D-Leu, L-Leu, D-Ala, L- 
Ala, D-Val, L-Val, D-ONC, L-ONC ou INC. 

Quand A^^ est un reste tripeptidique (voir pour 
illustration la formule I^), le reste aminoacide en 
position 2 (i.e. A2) sera avantageusement Gly, L-Pro, L- 
Hyp, L-Thr ou L-Phg, le reste aminoacide en position 3 
(i.e. A3) sera avantageusement Gly, L-Pro, L-Hyp, L-Leu, 
L-Ala, L-Ser ou L-Val, et le reste aminoacide de 
I'extremite N-terminale (i.e. A^) sera avantageusement 
Gly, D-Pro, L-Pro, D-Hyp, L-Hyp, D-Leu, L-Leu, D-Ala, L- 
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D'une fagon avantageuse, A^^ ne comportera 
suivant 1' invention aucun reste CHA ou CHT. 

Les substrats les plus interessants suivant 
1* invention sont en general ceux dans lesquels A^^ est 
5 une simple liaison, un reste monoaminoacide , dipeptidi- 
que ou encore tripeptidique . 

De fagon avantageuse suivant 1 ' invention A-|^ sera 
L-Pro, L-Hyp, L-Arg ou L-Lys , et mieux L-Pro ou L-Arg. 

En pratique, le reste arainoacide de I'extremite 
10 CO- terminale du substrat chromog&ne suivant 1' invention 
sera toujours de configuration L; le reste aminoacide en 
position 2 sera un reste depourvu d'atome de carbone 
asymetrique , tel que Gly, ou un res te oC -aminoacide de 
configuration L; le reste aminoacide de I'extremite N- 
15 terminals en position superieure a 2 sera un reste 
depourvu d'atome de carbone asymetrique, tel que Gly, ou 
un reste (/-aminoacide de configuration D ou L; et, les 
eventuels restes aminoacides presents entre la position 
2 et le reste aminoacide de I'extremite N-terminale 
20 seront soit depourvus d'atome de carbone asymetrique, 
soit de configuration L. 

On a consign^ dans les tableaux I a V ci-apres 
un certain nombre de substrats chromogenes susceptibles 
d'gtre utilises suivant 1' invention qui ont ete testes 
25 vis-^-vis de plusieurs souches. Les resultats consignes 
dans les tableaux I-IV ont ete obtenus h partir d'un 
milieu de culture tamponne a pH 6,0 comprenant une 
source d'azote (YNB; 6,7 g/1), du glucose (20 g/1), de 
I'agar (20 g/1), un antibiotique (gentamicine; 0,05 g/1) 
30 et le substrat k ^tudier. Le tableau I relatif a diver- 
ses souches de Candida fait 6galement etat d'essais 
comparatifs avec des substrats fluorog&nes de I'art 
ant^rieur • 
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Cea tableaux raontrent que, d'une mani^re 
gen^rale, tous les substrats de formule I^^ » ^2' ^3 
I4, ou R est H, sont hydroly'sables par les aminoamidases 
et les aminopeptidases des souches de C . tropicalis . 
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TABLEAU II 



ESSAIS DE SUBSTRATS VIS-A-VIS DE CANDIDA TROPICALIS 



Substrat 


Lecture a 24 h 


H-L-Pro-L-Arg-pNA, 2AcOH 


++ 


H-L-Pro-L-Pro-L-Arg-pNA, 2AcOH 


++++ 


H-D-Pro-L-Pro-L-Arg-pNA, 2AcOH 


++++ 


H-D-Pro-D-Pro-L-Arg-pNA, 2AcOH 




MM-L-Pro-L-Pro-L-Arg-pNA, AcOH 


+ 


H-L-Hyp-L-Arg-pNA, 2AcOH 


++ 


H-L-Hyp-L-Lys-pNA, 2AcOH 


++ 


H-L-Hyp-L-Pro-L-Arg-pNA, 2AcOH 


+++ 


H-L-Hyp-L-Hyp-L-Arg-pNA, 2AcOH 


+++ 


H-D-Pro-L-Hyp-L-Arg-pNA, 2AcOH 


+++ 


H2NC0-L-Pro-D-Pro-L-Arg-pNA,Ac0H 




H2NC0-D-Leu-Gly-L-Arg-pNA, AcOH 


+ +++ 


H-L-Leu-Gly-L-Arg-pNA, 2AcOH 


+ +++ 


H-L-ONC-L-Pro-L-Arg-pNA , AcOH 


+++ 


H-INC-L-Pro-L-Arg-pNA, 2AcOH 


+++ 


H-Gly-L-Pro-L-Arg-pNA, 2AcOH 


+++ + 
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Les substrats chroraog&nes consignes dans les 
tableaux I-V ci-dessus et les tableaux donnas plus loin 
ont €ti pr4par^s selon les ra^thodes classiques de la 
synthase peptidique, notamment celles d^crites dans 
5 I'art ant€rieur pr^cite et la demande frangaise n** 90 
01965 du 19 f^vrier 1990 de la Demanderesse. 

Le tableau I confirme que, pour identifier les 
souches de Candida, des substrats qui conviennent 
suivant 1' invention sont choisis parmi 1' ensemble 
10 constitu^ par les composes de formule 

R-A^-R* di) 
ou R, ki et R* sont d^finis comme indique ci-dessus 
(notamment H-L-Pro-pNA et H-L-Hyp-pNA) , et les composes 
de formules : 
15 H-Gly-L-Pro-L-Arg-pNA, 

Tos-Gly-L-Pro-L-Arg-pNA, 
H-L-4Hyp-L-Pro-L-Ar g-pNA , 
Boc-L-AHyp-L-Pro-L-Arg-pNA , 
et leurs sels d'addition. 
20 Les substrats que I'on prefers suivant 1' inven- 

tion pour 1 ' identification des souches de Candida 

albicans seront choisis parmi 1' ensemble constitu^ par 

* 

le compost de formule ou A^^ est L-Pro, R est H et R 
est pNA, et ses sels d'addition. 

25 Pour la determination des souches de T.glabrata 

I'on recommande de faire appel h un substrat choisi 
parmi 1' ensemble constitud par les composes de formule 
I2 ou I3 oh ki est L-Arg, A2 est L-Pro ou L-Phg, A3 est 
Gly, et R est different de H, et leurs sels d'addition. 

30 Parmi les substrats utiles pour la determination 

des souches de T.glabrata, on pr^fSre, suivant 1' inven- 
tion, les EM-L-Phg-L-Arg-pNA, MM-L-Phg-L-Arg-pNA, Boc- 
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Pour 1 ' identification des souches de C.Tcrusei 
1 * on preconise de faire appel h un substrat choisi parmi 
1' ensemble constitu^ par les composes de formule on 
est L-Arg, A2 est L-Pro, A3 est Gly, et R est H, EM 
ou MM, et leurs sels d'addition. 

Parmi les substrats qui conviennent pour 1 ' iden- 
tification des souches de C.krusei, les pr^f^r^s sont : 
H-Gly-L-Pro-L-Arg-pNA, MM-Gly-L-Pro-L-Arg-pNA et leurs 
sels d'addition. 

Suivant 1* invention, pour identifier les souches 
de C • guillermondii , 1 * on fera de preference appel ^ un 
substrat choisi parmi 1' ensemble constitue par les 
composes de formule : 
H-L-Pro-pNA, 
H-L-Arg-pNA, 
H-L-ONG -L-Ar g-pNA , 
Tos-Gly-L-Pr o-L-Arg-pNA , 
Boc-L-Leu-L-Ser-L-Thr-L-Arg-pNA, et 
leurs sels d'addition. 

Enfin suivant 1' invention, pour la determination 
des souches de C.tropicalis 1 ' on fera avantageusement 
appel a un substrat choisi parmi 1' ensemble constitue 
par les composes de formules 1^, I3 et ou A-j^ , A2 , 

A3 et A^ sont definis comme indiqu^ ci-dessus, et R est 
different de H, et leurs sels d' addition. 

II se trouve que les substrats de formule Ij^,qui 
comportent comme aminoacide A-|^ un reste L-Arg, L-Trp, L- 
Val, L-His ou L-Cys et qui sont hydrolyses par les 
souches de Candida albicans, sont en g^n^ral ^galement 
hydrolysis par plus de 90 % des souches de T. glabra ta, 
C.krusei, et C.tropicalis ( qui sont susceptibles d'etre 
pathog^nes) .En revanche, on a observe suivant 1 ' inven- 
tion que les substrats de formule , ou A^ est L-Pro ou 
L-Hyp, et R est H, sont plus specif iques des C. albicans 
d6s lors qu'ils ne sont hydrolysis que par les C.guil- 
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lermondii, C . parapsilosis , C. zeylanoides et Tr • cutaneum 
(qui sont peu pathogenes ou non pathogenes). 

On assure selon 1' invention la specif icite du 
precede d' identification en associant au substrat des 
inhibiteurs. En particulier, le cycloheximide incorpore 
au milieu de culture contenant le substrat de Candida 
albicans, inhibe la pousse de toutes les levures appar- 
tenant a 1' ensemble des Candida et des Torulopsis qui 
interf^rent sur la specificitd du substrat de Candida 
albicans. Les quelques souches de Candida zeylanoides 
qui ne seraient pas inhibees par ledit cycloheximide 
peuvent etre selectiveraent inhibees en utilisant comme 
source de carbone le maltose, de preference au glucose, 
pour assurer 1 ' identification des Candida albicans. 

Pour la mise en oeuvre du precede d' identifica- 
tion de 1' invention, l*on ensemence un milieu nutritif 
contenant une source d' azote, une source de carbone et 
le cas echeant des oligo-elements, d'une part, et au 
moins un inhibiteur choisi parmi 1' ensemble comprenant 
les substances antibiotiques, d'autre part. 

Parmi les inhibiteurs qui conviennent, on pent 
notamment mentionner les substances antibacteriennes 
(telles que le chloramphenicol, la gentamicine, et 
analogues), les substances antifongiques (telles que le 
cycloheximide et analogues, qui, en presence d'un 
substrat specifique de 1 'invention, tel que H-L-Pro-pNA, 
ne permettent que I'hydrolyse par les Candida albicans), 
pour ^liminer les contaminants ou s^lectionner les 
souches que I'on veut identifier. En d'autres termes, la 
presence d'une substance antifongique , telle que le 
cycloheximide et ses analogues, inhibe la pousse des 
levures comprenant notamment les Torulopsis et les 

;?nfrpQ PanHiflfl i nhor f aT-anh cut- 1q /^o^aY•tn•^ n<a h W rkn 
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Le milieu de culture peut egaleraent comporter un 
colorant, notamment tel que la rhodamine (rhodamine 6G 
ou rhodamine B) a la concentration finale de 0,001-0,005 
g/1, ou un colorant d ' oxydo-r eduction, notamment tel 
qu*un sel de tetrazolium [rouge de t^trazolium (TTC) ou 
encore bleu de tetrazolium] h la concentration de 0,05- 
0,9 g/1. 

Les colorants interviennent en tant que moyens 
inhibiteurs de la culture de certains Candida. En 
particulier, la rhodamine, et notamment la rhodamine 6G, 
inhibe la pousse de C.tropicalis et le sel de tetrazo- 
lium n'est pas reduit par les souches de T.glabrata et 
de G^krusei. 

La source d' azote sera avantageusement une pep- 
tone d'origine naturelle ou synthetique. Conviennent 
notamment, selon 1' invention, les produits design^s sous 
les denominations commerciales de "YEAST NITROGEN BASE" 
(YNB) reference 0392, NEOPEPTONE reference 0119, 
PROTEOSE PEPTONE reference 0122, BACTO PEPTONE reference 
0118 (fournis par la societe dite DIFCO) et I'extrait de 
levure reference 643A1 (fourni par 1 ' INSTITUT PASTEUR). 
La peptone sera utilisee a la concentration de 4 a 15 
g/1, et de preference a la concentration de 10 g/1. 

La source de carbone sera constituee par un 
Sucre, notamment le glucose ou le maltose, h la 
concentration de 10 a 40 g/1. Comme indique plus haut, 
le maltose qui permet la pousse des souches de Candida 
albicans off re I'avantage d'inhiber celle des souches de 
Candida zeylanoides, 

Le milieu de culture pourra §tre solide et 
comportera a cet effet 10 h 30 g/1 d'agar. Conviennent 
par exemple les produits commercialisms sous les 
nomenclatures de BACTO AGAR reference 0140, CORN MEAL 
AGAR reference 0386, BITEK AGAR r^f^rence 0138 (fournis 
par la societe dite DIFCO). 
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Le milieu de culture pourra §tre tamponn^ h pH 
A, 5, a pH 5,0-5,5, et mieux h pH 6,0 (tampon acetate 0,1 
M) ou h pH 8,0 (tampon Tris 0,1 M) . Comme les souches de 
Candida guillermondii se cultivent k un pH sup^rieur ou 
^gal ^ 6 et mieux en milieu alcalin, on peut ^liminer 
I'eventuelle interference de C. guillermondii sur la 
determination de C. albicans en cultivant les souches de 
C. albicans Isoldes ou non-isol€es h un pH de A, 5-5, des 
lors que les souches de C. albicans sont en g^n^ral 
r^sistantes dans les milieux acides de pH A, 5-5. Selon 
1 'invention, il n'y a pas lieu de s'inqui^ter de cette 
interference quand on inhibe le d^veloppement des levu- 
res different es de C. albicans au moyen de cycloheximide ; 
il suffit alors d'op^rer h pH 6,0 ou 8,0 en presence 
dudit cycloheximide. 

Si n^cessaire, on utilisera plusieurs substrats 
quand le melange de souches non Isoldes est susceptible 
de comporter des souches de C. tropi calls . Ainsi 1' inter- 
ference C.tropicalis /T.glabrata peut etre visualis^e en 
utilisant un premier substrat pour T.glabrata et un 
second substrat pour C.tropicalis, puis le cas ech^ant 
en etudiant la reduction de TTC par les seuls C.tropica- 
lis, ou en inhibant la pousse des seuls C.tropicalis par 
la rhodamine 6G. 

Pour 1 ' identification des souches de C. guiller- 
mondii, on utilisera plus avantageusement un milieu de 
culture tamponne h. pH 8,0 

Le meilleur mode de mise en oeuvre de 1 'inven- 
tion consiste h : 

(1) preparer un milieu de culture solide en 
incorporant dans 980 ml de tampon la peptone (10 g/1), 
le Sucre (10 k AO g/1), I'agar (10 h 30 g/1), 
homogeneiser le melange resultant a RT, steriliser ledit 
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inferieure ^ A h, ajouter une composition du substrat en 
milieu tampon prealablement st^rilis^e par passage sur 
membrane filtrante, la concentration du substrat ^tant 
comprise entre 0,5 et 2 mM et de pr^f^rence ^gale ^ 1 mM 
5 (soit par exemple une concentration finale de 0,35 g du 

substrat H-L-Pro-pNA par litre de g^lose), ajouter I'un 
au moins des inhibiteurs suivants prealablement st^rili- 
s6s sur membrane : 

- solution tamponnge de gentamicine la con- 
10 centration finale de 0,03-0,06 g, de preference 0,05 g 

par litre de g^lose), 

- solution tamponnee de sel de tetrazolium (de 
preference TTC, h la concentration finale de 0,1 g par 
litre de gelose), 

15 - solution de chloramphenicol (a la concentra- 

tion finale de 0,25 g par litre de geiose), 

- solution de cycloheximide (a la concentration 
finale de 0,1-0,5 g, de preference 0,5 g par litre de 
gelose) , 

20 - solution de rhodamine 6G (a la concentration 

finale de 0,001-0,003 g par litre de geiose), 
repartir le melange resultant sous une forme convenable 
pour dosage (boites de Petri, tubes, bandes ou autres), 
laisser refroidir ledit melange conditionne pendant au 

25 moins 0,25 h h 20-25''C sous atmosphere sterile; 

le produit ainsi obtenu est stocke h 12-15^C h l*abri de 
la lumi&re, il peut etre place dans des sacs ou poches 
appropries, notamment plastiques pour empecher toute 
evaporation; 

30 (2) ensemencer le milieu de culture ainsi con- 

ditionne avec une colonie de souche isoiee ou d'un 
melange de souches h etudier (1 * ensemencement peut Stre 
realise soit par depot, soit par s tries, soit encore par 
etalement), ladite colonie etant emulsifiee dans de 

35 I'eau distiliee ou du serum physiologique ; 
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(3) incuber le milieu de culture h une tempera- 
ture comprise entre RT et 40**C (de preference k ST'C) 
pendant au moins 18 h, h. un pH sup^rieur ou egal h. A, 5 
et raieux compris entre 6,0 ^ 8,0; 

(4) observer visuellement la reaction obtenue. 
L' incubation aura en general une durde inf^rieu- 

re a 48 h. De preference, ladite incubation sera reali- 
see k Syc sur milieu solide geiose pendant 20-30 h et 
mieux pendant 24 h. 

La lecture du stade (3) permet d'apprecier la 
presence ou 1' absence d'une reaction positive, la reac- 
tion positive se caracterisant notamment par : 

- une coloration jaune visible k I'oeil nu due a 
la liberation du reste chromog&ne prefere selon 1' inven- 
tion : H-pNA (ou coloration orangee due a la presence de 
la rhodamine), et 

- un virage ou non du milieu en rose ou violet, 
selon I'esp&ce de Candida, dfi a la reduction du TTC. 

Selon 1' invention, le milieu de culture pourra 
comporter un ou plusieurs substrats chromog^nes. 

D'autres avantages et caracteris tiques de 1 ' in- 
vention seront mieux compris h la lecture, qui va 
suivre, d'exeraples de realisation et d'essais compara- 
tifs. L' ensemble de ces elements n'est nullement limita- 
tif mais est donne h. titre d' illustration. 

EZEHPLE 1 

Suivant le meilleur mode de mise en oeuvre pre- 
cite, on prepare un milieu de culture renfermant les 
ingredients suivants, denomme geiose 1 ci-apr^s, tampon- 
ne ^ pH 6,0 

YNB 6,7 g/1 

Glucose 5,0 g/1 

Agar 20 g/1 

Gentamicine 0,04 g/1 
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EXEMPLE 2 

Suivant le meilleur mode de mise en oeuvre pre- 
cit6, on prepare un milieu de culture renfermant les 
ingredients suivants, denomme g^lose 2 ci-apr&s, tampon- 
ne a pH 6 , 0 

Sabouraud agar modifie (SM) 50 g/1 
Gentamicine 0,05 g/1 

Subs tr at chromog^ne 1 mM 

EXEMPLE 3 

Suivant le meilleur mode de mise en oeuvre pr^- 
cite, on prepare un milieu de culture renfermant les 
ingredients suivants, denomme g^lose 3 ci-apr^s, tampon- 
ne ^ pH 6 , 0 

Sabouraud dextrose agar 65 g/1 

15 Gentamicine 0,05 g/1 

TTC 0,1 g/1 

Cycloheximide 0,5 g/1 

Substrat chromog^ne 1 mM 

EXEMPLE 4 

'^^ Suivant le meilleur mode de mise en oeuvre pr^- 

cite, on prepare un milieu de culture renfermant les 
ingredients suivants, denomme geiose 4 ci-apr^s, tampon- 
ne & pH 6,0 

YNB 6,7 g/1 

25 Glucose 20 g/1 

Agar 20 g/1 

Gentamicine 0,05 g/1 

Substrat chromog^ne 1 mM 

EXEMPLE 5 

Suivant le meilleur mode de raise en oeuvre pre- 
cite, on prepare un milieu de culture renfermant les 
ingredients suivants, denomme geiose 5, ci-apr&s tampon- 
ne a pH 6,0 
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YNB 6,7 g/1 

Maltose . 20 g/1 

Agar 20 g/1 

GenCamicine 0,05 g/1 

Cycloheximide 0,5 g/1 

Substrat chromog^ne 1 mM 
EXEMPLE 6 



On a proc^d^ a 1 ' ensencement et k 1' incubation 
de plusieurs souches Isoldes de C. albicans, C.tropica- 
lis, C.krusei, C.guillermondii , C.pseudotropicalis, 
C.parapsilosis, C.zeylanoides, T.glabrata et Trichospo- 
ron cutaneum sur les milieux des exemples 1 ^ 5. On a 
constats que, avec le substrat H-Pro-pNA,AcOH, la g^lo- 
se 5 est la plus appropri^e vis-^-vis des souches de 
Candida albicans. Une partie des r^sultats obtenus a ^t^ 
consignee dans le tableau VI ci-aprSs, ou la colonne TTC 
fait itat de r^sultats d'essais entrepris sipar^ment sur 
un milieu gilos€ standard contenant TTC. Ces r^sultats 
montrent I'int^ret de 1' utilisation du cycloheximide 
pour rendre le substrat H-L-Pro-pNA, AcOH specif ique des 
souches de Candida albicans. 
EXEMPLE 7 

On a proc^dd a 1 ' ensencement et h 1' incubation 
de plusieurs souches Isoldes de C, albicans, C.tropica- 
lis, C.krusei, C.guillermondii et T.glabrata sur les 
milieux de I'exemple 2 [contenant soit le substrat de 
I'art ant^rieur N-Ac-^-D-galactosaminide-PNP, soit les 
substrats H-L-Pro-pNA,AcOH (sp^cifique de C. albicans), 
EM-L-Phg-L-Arg-pM,AcOH (specif ique de T.glabrata) et 
H-Gly-L-Pro-L-Arg-pNA,2AcOH (sp^cifique de C.krusei)] et 
de 
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On a constat^ que les substrats EM-L-Phg-L-Arg- 
pNAjAcOH et H-Gly-L-Pro-pNA, AcOH sont hydrolysis par les 
souches de C . tr opicalis . Les rdsultats obtenus sont 
consignds dans le tableau VII ci-apr&s , ou la colonne 
TTC fait itat de resultats d'essais entrepris siparement 
sur un milieu gilosi standard contenant TTC. 
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TABLEAU VI 



DIAGNOSTIC DE CANDIDA ALBICANS 
(a partir de colonies Isoldes) 
Lecture ^ t = 24 h 



souches 


n (a ) 


TTC 


(1) 


(2) 




C. albicans 


10 


rose 


++++ 


+ + + + 


++++ 


C. tropicalis 


4 


mauve 


(d) 






T. glabrata 


4 


(b) 








C.krusei 


4 


(b) 








C.guillermondii 


2 


(c) 




+ + + 




C.zeylanoides 


1 


(c) 








Tr . cutanetom 


1 


rose 


++ 


+ 




C.parapsilosis 


5 


rose 




+ + + 




C.pseudo tropi- 












calis 


2 


rose 









Notes : 



(a) nombre de souches 

(b) blanc et faiblement rose dans un cas 

(c) blanc-rose 

(d) avec les 4 souches dtudi^es, 3 don- 
naient un r^sultat - et 1 un r^sultat 
+++ 

(1) g^lose 2 contenant le substrat 
N-Ac-j?-D-galactosaminide-PNP 

(2) g^lose 2 contenant le substrat 
H-L-Pro-pNA,AcOH 

(3) gfilose 5 contenant le substrat 
H-L-Pro-DNA. AcOH 
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TABLEAU VII 



DIAGNOSTIC DES PRINC I PAUX CANDIDA 
(k partir de colonies Isoldes) 
Lecture ^ t = 24 h 



souches 


n (a 


) 


TTC 


(1) 


(2) 


cs) 


C4) 


(5) 


C . albicans 


6 




rose 


++ + 


+++ + 








C . tropicalis 


9 




mauve 


(c) 




++ 


++ 




T.glabrata 


9 




(b) 






++ + 






C.krusei 


6 




blanc 








+++ 




Notes : 




















(a) 


nombre de souches 










(b) 


blanc-rose 












(c) 


lecture positive (++) pour 1 seule 






des 9 souches 


test^es, negative 


pour 






les autres 












(1) 


g^lose 2 


contenant le substrat 








N- 


•Ac-^-D- 


-galactosaminide- 


PNP 






(2) 


g^lose 2 


contenant le substrat 








H- 


L-Pro-pNA,AcOH 










(3) 


g^lose 2 


contenant le substrat 








EM-L-Phg- 


'L-Arg 


-pNAjAcOH sp6cifique de 






T, 


glabrata 












(4) 


g^lose 2 


contenant le substrat 








H-Gly-L-Pro-L- 


Arg-pNA,2AcOH specifi- 






que de C. 


krusei 










(5) 


g^lose 5 


contenant le substrat 








H- 


L-Pro-pNA, AcOH et 


le cycloheximide 
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Les r^sultats du tableau VII raontrent que I'on 
peut identifier en 24 h les quatre principales levures 
de Candida et de Torulopsis que I'on rencontre dans les 
cas pathologiques. 

EXEMPLE 8 

On a precede a 1 ' ensenceraent et ^ 1' incubation 
d'un melange de plusieurs souches non-isol6es de 
C. albicans, C . tropicalis , C.krusei, C.guillermondii , 
C.pseudotropicalis, C.parapsilosis , Cryptococcus neofor- 
raans, Torulopsis glabrata et Trichosporon cutaneum sur 
les milieux de culture, selon les exemples 1^5, 
contenant le substrat de I'art ant^-rieur : N-Ac-|J-D- 
galactosaminide-PNP, ou le substrat selon 1' invention : 
H-Pro-pNA,AcOH. Les r^sultats, qui ont notamment 
obtenus avec les glioses 2 et 5, sont consign^s dans le 
tableau VIII ci-apr6s,ou la colonne TTC fait €tat de 
r^sultats d'essais entrepris s^par^ment sur un milieu 
g^los^ standard contenant TTC. 

EXEHPLE 9 

On a procid^ h. 1 ' ensencement et h 1' incubation 
d'un melange de plusieurs souches non-isol^es de 
C. albicans, C . tropicalis , C.krusei, C.guillerraondii , 
C.pseudotropicalis, C.parapsilosis, C.zeylanoides, C.ci- 
ferii, C.cerevisiae, Torulopsis glabrata et Trichosporon 
cutaneum sur les milieux de culture, selon 1' exemple 5, 
contenant le substrat ant^rieur : N-Ac-^-D-galactosami- 
nide-PNP, ou le substrat selon 1' invention : H-Pro- 
pNA,AcOH. Les r^sultats, qui ont €t6 obtenus avec la 
g^lose 5, ont iti. consign^s dans le tableau IX ci-apr^s, 
qui met en Evidence I'int^rSt de 1 'utilisation de 
l'inhibiteur,dans le cas d'esp^ce le cycloheximide , en 
association avec le maltose, oii la colonne TTC fait 6tat 
de r^sultats d'essais entrepris s6par6ment sur un milieu 
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TABLEAU VIII 



DIAGNOSTIC DE CANDIDA ALBICANS 
(a partir de colonies non-isolees) 
Lecture a t = 24 h 
(nombre total de souche : 35) 



souches 


n (a ) 


TTC 


(1) 


(2) 


(3) 


C . albicans 


13 


(b) 


++++ 


++++ 


+ + + 


T. glabrata 


8 


blanc 








C • krusei 


6 


(c) 








C . tropicalis 


1 










G . pseudo tropi- 












calis 


1 


rose 








C . parapsilosis 


2 


rose 




+++ 




Xr . cutaneum 


2 


(d) 


(e) 


++ 




Gr • neof ormans 


1 










G . guillermondii 


L 


(b) 




+ + + 





Notes 



(a) nombre de souches 

(b) blanc-mauve 

(c) pas de culture, sauf dans un 
cas une culture faible 

(d) blanc-rose 

(e) resultat - pour 1 souche et resultat 
+++ pour 1' autre souche 

(1) gelose 2 contenant le substrat 
N-Ac-^-D-galactosaminide-PNP 

(2) gelose 2 contenant le substrat 
H-L-Pro-pNA,AcOH 

(3) gelose 5 contenant le substrat 
H-L-Pro-pNA,AcOH 
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TABLEAU IX 



DIAGNOSTIC DE CANDIDA ALBICANS 
(h. partir de colonies non-isol^es 
et en presence de cycloheximide) 
Lecture ^ t = 24 h 

(nombre total de souche : 108) 



f 
I 

1 

1 souches 


n (a ) 


TTC 


1 

i 

(1) 


(2) 


iC. albicans 


89 


(b) 


++++(c) 


+ + + + 


kT. glabra ta 


8 


blanc 






C.krusei 


1 


rose 






C. tropicalis 


1 


mauve 






C . pseudotropicalis 


2 








C.parapsilosis 


1 


rose 






Tr . cutaneum 


2 


rose 






C.zeylanoides 


1 


(d) 






C .guillermondii 


1 


rose 






Cciferii 


1 


blanc 






C .cerevisiae 


1 









Notes : 

(a) nombre de souches 

(b) rose pour 87 souches, mauve pour 
2 souches 

(c) n^gatif pour 2 souches sur 89 

(d) rose-mauve 

(1) gilose 5 contenant le substrat 
N-Ac-^-D-galactosaminide-PNP 

(2) g^lose 5 contenant le substrat 




2659982 



Selon 1' invention, on pr^conise enfin un kit, 
n^cessaire ou trousse de dosage comprenant au moins un 
milieu de culture contenant (i) le substrat pref^r^ des 
souches de Candida albicans, le H-L-Pro-pNA ou I'un de 
ses sels d'addition d'acide et (ii) le cycloheximide , et 
le cas ^ch^ant , les substrats specif iques des Candida 
tropicalis, Candida krusei, Torulopsis glabrata, et si 
necessaire des substrats spdcifiques des autres Candida 
et Torulopsis. 

Ledit milieu de culture sera avantageusement 
conditionne de fagon ^ presenter le milieu nutritif 
(avantageusement du type solide g^los6) sous forme de 
boites de P§tri, de bandelettes (milieu nutritif d^pos^ 
notamment par revetement sur un support en papier ou en 
plastique), de tubes ou de plaquettes h godets ou cuvet- 
tes • 

Le kit, necessaire ou trousse de dosage, pourra 
^galement comporter des tampons de dilution. 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation d'un substrat chroraog^ne pour la 
determination de souches de Candida et de souches 
apparent^es appartenant I 1' ensemble des Torulopsis, 
ladite utilisation ^tant caract^ris^e en ce que ledit 
substrat chromog^ne est choisi parmi 1' ensemble 
comprenant les substrats chromoglnes sensibles aux 
aminoamidases ou aminopeptidases. 

2. Utilisation suivant la revendication 1, 
caract^ris^e en ce que le substrat clivable par les 
aminoamidases et/ou les aminopeptidases des Candida ' et 
Torulopsis est choisi parmi 1' ensemble constitu^ par 

(i) les substrats chromog^nes rdpondant k la 

formule 

R-(Ajj)-Ai-R* ■ do) 

dans laquelle 

R repr^sente I'atome d'hydrog^ne ou un groupe 
bloquant I'extr^mit^ N-terminale, 

A^ repr^sente une simple liaison, un reste 
monoaminoacide, ou un reste peptidique pouvant comporter 
de 2 ^ 5 restes aminoacides, avec la condition que A^ ne 
comport e aucun reste CHA ou CHT; 

repr^sente un reste -aminoacide choisi parmi 
1' ensemble constitu^ par Gly, MeGly, L-Arg, L-Lys, L- 
His, L-Pro, L-Hyp, L-Cys, L-Val et L-Trp; et, 

R repr^sente un reste chromogSne amin6 notam- 
ment choisi parmi 1' ensemble comprenant le reste p- 
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3. Utilisation suivant la revendication 2, caract^- 

risde en ce que, quand 

(a) est une simple liaison, le substrat chromog^ne 
est choisi parmi 1' ensemble constitu^ par 

(i) les composes de formule 
R-Ai-R* (I,) 

ou R et R sont ddfinis comme indiqu6 dans la 
revendication 2, et 

A;,^ est L-Pro, L-Hyp, L-Arg ou L-Lys, et 

(ii) leurs sels d'addition; 

(b) est un reste monoaminoacide , le substrat chromo- 
g&ne est choisi parmi 1' ensemble constitu^ par 

(i) les composes de formule 

R-A2-A1-R* (I2) 
ou R et R sont d^finis comme indiqu^ dans la 
revendication 2, 

A-^ est L-Pro, L-Hyp, L-Arg ou L-Lys, et 

A2 est Gly, L-Pro, L-Hyp, L-ONC, L-Phg ou L-ATC, 

et 

20 (ii) leurs sels d* addition; 

(c) est un reste dipeptidique , le substrat chromog^ne 
est choisi parmi 1' ensemble constitu^ par 

(i) les composes de formule 

R-A3-A2-A1-R* (I ) 

ou R et R sont d^finis comme indiqud dans la 
revendication 2, 

Ai est L-Pro, L-Hyp, L-Arg ou L-Lys, 

A2 est Gly, L-Pro, L-Hyp, L-ONC, L-Phg ou L-ATC, 

et 

A3 est Gly, D-Pro, L-Pro, D-Hyp, L-Hyp, D-Leu, 
L-Leu, D-Ala, L-Ala, D-Val, L-Val, D-ONC, L-ONC 
ou INC, et 

(ii) leurs sels d'addition; et 

(d) A^ est un reste tripeptidique , le substrat chroino- 
35 g^ne est choisi parmi 1* ensemble constitu4 par 
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(i) les composes de formule 

R-A4-A3-A2-A3^-R* (I4) 
ou R et R sont d^finis comme indiqu^ dans la 
revendication 2, 

est L-Pro, L-Hyp, L-Arg ou L-Lys , 
A2 est Gly, L-Pro, L-Hyp, L-ONC, L-Phg ou L-ATC, 
L-Thr, 

A3 est Gly, L-Pro, L-Hyp, L-Leu, L-Ser, L-Ala ou 
L-Val, et 

A4 est Gly, D-Pro, L-Pro, D-Hyp, L-Hyp, D-Leu, 
L-Leu, D-Ala, L-Ala, D-Val, L-Val, D-ONC, L-ONC 
ou INC, et 

(ii) leurs sels d'addition. 

4. Utilisation suivant 1 * une quelconque des reven- 

dlcations 1 a 3, caract^ris^e en ce que pour la 
determination des souches de Candida et de Torulopsis 
I'on fait appel h un substrat choisi parmi 1' ensemble 
constitu^ par 



20 (a) 


H-L-Pro-pNA, 


, (b) 


H-L-Hyp-pNA, 


(c) 


H-Gly-L-Pro-L-Arg-pNA, 


(d) 


Tos-Gly-L-Pro-L-Arg-pNA, 


(e) 


H-L-4Hyp-L-Pro-L-Ar g-pNA , 


25 (f) 


Boc-L-4Hyp-L-Pro-L-Arg-pNA, et 


(g) 


leurs sels d 'addition. 



5, Utilisation suivant I'une quelconque des reven- 

dications 1^3, caracteris^e en ce que 

(a) pour la determination des souches de C, albicans l^on 
fait appel h un substrat choisi parmi 1' ensemble des 
composes de formule Ij^ ou R* est pNA, A^ est L-Pro ou L- 
Hyp, et R est H, et leurs sels d'addition, en presence 
de cycloheximide, 
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(b) pour la determination des souches de T^glabrata 1 ' on 
fait appel h un substrat choisi parmi 1' ensemble 
constitu^ par les composes de formule ou I3, ou R* 
est pNA, A;j^ est L-Arg, A2 est L-Pro ou L-Phg, A2 est Gly 
et R est different de H, et leurs sels d 'addition; 

(c) pour la determination des souches de Ckrusei 1 ' on 
fait appel h un substrat choisi parmi 1' ensemble 
constitue par les composes de forraule I3 ou R est pNA, 
A;j_ est L-Arg, A2 est L-Pro, A3 est Gly, et R est H, EM 
ou MM, et leurs sels d'addition; 

(d) pour la determination des souches de C . guillermondii 
I'on fait appel h un substrat choisi parmi 1' ensemble 
constitue par les composes : 

H-L-Pro-pNA, 

H-L-Arg-pNA, 

H-L-ONC-L-Arg-pNA, 

Tos-Gly-L-Pro-L"Arg-pNA, 

Boc-L-Leu-L-Ser-L-Thr-L-Arg-pNA, et 

leurs sels d'addition; 

(e) pour la determination des souches de C.tropicalis 
I'on fait appel h un substrat choisi parmi 1' ensemble 
constitue par les composes de formules Ij^ , I3 et 

ou R est pNA, A;j^ , A2, A3 et A^ sont definis comme 
indique dans la revendication 3, et R est different de 
H, et leurs sels d' addition. 

6, Procede pour 1 ' identification de levures 

appartenant h 1' ensemble des souches de Candida et des 
souches apparentees de Torulopsis, ledit procede etant 
caracterise en ce que 

(a) on met en contact un echantillon de levures 
avec (i) au moins un substrat chromog&ne sensible h au 
moins un enzjnne appartenant h 1' ensemble des aminoamida- 
ses et aminopeptidases , et (ii) au moins un moyen inhi- 
biteur choisi parmi 1' ensemble comprenant notamment les 
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substances antibacteriennes , les substances antifongi- 
ques at leurs melanges, en presence d'une source d' azo- 
te, d'une source de carbone et, le cas ^ch^ant, d'oli- 
goeleraents, et 

(b) on incube puis observe pendant au moins 
1 h la cinetique du clivage dudit substrat par la for- 
mation de couleur resultant dudit clivage. 

7. Precede selon la revendication 6, caracterise en 

ce que le substrat chromog&ne est une substance telle 
que 

(A) pour 1 'identification des souches de Candida albi- 
cans, I'on fait appel h un substrat choisi parmi 
1' ensemble constitue par : 

(a) les composes de formule 

R-A^-R* di) 
ou R est pNA, R est H et A^^ est L-Pro ou L-Hyp, 
et 

(b) leurs sels d'addition; 

(B) pour 1 'identification des souches de T.glabrata I'on 
fait appel k un substrat choisi parmi 1' ensemble 
constitue par (a) les composes de formule I2 ou 13 selon 
la revendication 3, ou R* est pNA, A|^ est L-Arg, A2 est 
L-Pro ou L-Phg, A3 est Gly et R est different de H, et 
(b) leurs sels d'addition; 

(C) pour 1' identification des souches de C.krusei I'on 
fait appel h un substrat choisi parmi 1' ensemble 
constitufi par (a) les composes de formule I3 selon la 
revendication 3, oft R* est pNA, Aj^ est L-Arg, A2 est L- 
Pro, A3 est Gly, et R est H, EM ou MM, et (b) leurs sels 
d'addition; 

(D) pour 1' identification des souches de C.guillerraondii 
I'on fait appel k un substrat choisi parmi 1' ensemble 
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H-L-Pro-pNA, 

H-L-Arg-pNA 

H-L-ONC-L-Ar g-pNA , 

Tos-Gly-L-Pro-L-Arg-pNA, 

Boc-L-Leu-L-Ser-L-Thr-L-Arg-pNA, et 

leurs sels d ' addition; et, 
(E) pour 1 ' identification des souches de C.tropicalis 
I'on fait appel h un su'bstrat choisi parmi 1' ensemble 
constitu^ par (a) les composes de formules Ij^, I3 et 

I4 selon la revendication 3, ou R* est pNA, A-j^ , A2 , A3 
et A^ sont definis comme indique dans la revendication 3 
et R est different de H, et (b) leurs sels d'addition. 

8. Proced^ selon la revendication 7, dans lequel 

(A) le substrat pour 1 ' identification des souches de 
Candida albicans est choisi parmi le compose H-L-Pro-pNA 
et ses sels d'addition; 

(B) le substrat pour 1 ' identification des souches de 
Torulopsis glabrata est choisi parmi 1 ' ensemble 
constitue par les composes EM-L-Phg-L-Arg-pNA, MM-L-Phg- 
L-Arg-pNA et leurs sels d'addition; 

(C) le substrat pour 1 ' identification des souches de 
Candida krusei est choisi parmi 1' ensemble constitue par 

H-Gly-L-Pro-L-Arg-pNA, 
MM-Gly-L-Pro-L-Arg-pNA, et 
leurs sels d'addition; 

(D) le substrat pour 1 ' identification des souches de 
Candida guillermondii est choisi parmi le compost de 
formula : 

Boc-L-Leu-L-Ser-Thr-L-Arg-pNA, 
et ses sels d'addition; et, 

(E) le substrat pour 1 ' identification des souches de 
Candida tropicalis est choisi parmi 1' ensemble compre- 
nant : 
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H-L-Pro-L-Pro-L-Arg-pNA, 
H-D-Pro-L-Pro-L-Arg-pNA , 
H-D-Leu-Gly-L-Arg-pNA, 
H-L-Leu-Gly-L-Arg-pNA, et 
leurs sels d' addition. 



9. Precede selon la revendication 6, caracterise en 
ce que I'on incube sur un milieu liquide a un pH de 6 a 
8 superieur ou egal a 4,5 et mieux compris entre 6,0 et 
8,0 et observe, pendant au moins 1 h, la cinetique du 
clivage dudit substrat. 

10. Precede selon la revendication 6, caracterise en 
ce que I'on incube sur un milieu solide gelose ^ un pH 
de 6 a 8 superieur ou egal a 4,5 et mieux compris entre 
6,0 et 8,0 et observe, pendant au moins 12 h, la cineti- 
que du clivage dudit substrat. 

11. Procede selon I'une quelconque des revendica- 
tions 7, 8 et 10, caracterise en ce que ledit milieu de 
culture est solide et contient : 

(1) de 4 a 15 g/1 de peptone; 

(2) de 10 a 40 g/1 d • un sucre notamment choisi 
parmi 1' ensemble constitue par le glucose et le maltose; 

(3) de 10 a 30 g/1 d'agar; 

(4) de 0,5 a 2 mM d'au moins un substrat 
chromogSne. 



12. Procede suivant la revendication H, caracterise 

en ce que ledit milieu de culture contient en outre : 

(5) de 0,1 a 0,5 g/1 de cycloheximide ou d'un 
moyen equivalent inhibant la pousse des levures compre- 
nant notamment les Torulopsis et les Candida diff^rents 
de Candida albicans, et susceptibles d'interferer dans 
1' identification de Candida albicans. 
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13. Precede suivant I'une quelconque des revendica- 
tions 6 a 12, caract^rise en ce que I 'incubation est 
realis^e a une temperature comprise entre 15°C et 40°C, 

14, Proced^ suivant I'une quelconque des revendica- 
tions 6 ^ 13, destine h 1 ' identification de souches de 
Candida albicans isolees ou non Isoldes. 
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15, N^cessaire d ' identification caract^ris^ en ce 

qu'il renferme au moins un subs tr at chromog^ne utile 
selon le procede des revendications 7 et 8. 
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